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《东北 农业 大 学 动物 科学 技术 学 院 ， 


摘 要: 本 试验 由 在 研究 利用 产儿 丁 质 酶 菌株 抑制 玉米 秸 和 


利用 率 提 供 理 论 依 据 。 利 用 胶体 几 丁 质 培 养 基 从 玉米 秸秆 
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F 中 优势 霉菌 的 抑制 作用 


F 中 优势 霉 戎 的 生长 ， 为 提高 秸秆 


单 品 中 筛选 出 一 株 产 几 丁 质 酶 菌株 


BS-1， 同 时 将 优势 考 阔 进行 分 离 、 纯 化 。 通 过 对 BS-1 菌 株 和 优势 霉菌 形态 学 观察 以 及 16S 


rDNA 或 18S rDNA 序列 测定 进行 菌 种 鉴定 。 利 用 3，5- 二 确 基 水 杨 酸 比 色 法 测定 BS-1 菌 株 发 


酵 24、48、72、96、120、144、168 HALT MRE, DARA 


EE 杯 法 检测 BS-1 菌 株 发 酵 液 


对 玉米 秸秆 中 优势 考 菌 的 抑制 作用 。 结果 显示 ，, 玉米 秸 和 


F 样 品 中 分 离 出 的 BS-1 菌 株 经 鉴定 为 


枯草 芽孢 杆菌 (Bacillus subtilis )，4 株 优势 考 菌 分 别 为 卷 校 毛 霉 (Mucor circinelloides), R 


fl TI (Fusarium oxysporum), HH: (Aspergillus oryzae) 和 黑 


HÆ (Aspergillus niger). 


BS-1 菌 株 在 37 'C 下 培养 120 h 产 几 丁 质 酶 活性 达到 最 高 值 3.23 U/mL。BS-1 菌 株 发 酵 液 对 玉 


米 秸秆 中 4 株 优 势 霉菌 均 有 明显 抑制 作用 , 抑 菌 圈 直 径 分 别 为 18.13、18.48、17.55、15.68 mm. 


由 此 可 见 , 篇 选 到 的 产 几 丁 质 酶 枯草 芽孢 杆菌 BS-1 能 够 有 效 抑制 玉米 秸秆 中 的 卷 校 毛 霉 、 尖 


孢 镰刀 菌 、 米 曲霉 、 黑 曲霉 4 株 优势 霉菌 生长 。 


关键 词 :玉米 秸秆 ， 优 势 霉菌 ， 抑 菌 ， 几 丁 质 酶 ， 枯草 芽孢 杆菌 
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示 ， 玉 米 播种 面积 仍 在 不 断 上 升 ， 玉 米 秸秆 产量 亦 同 步 增 加 。 近 年 来 秸秆 的 不 当 处 理 ， 造 成 


空气 污染 严重 中 ， 尤 其 是 PM2.5、PM10 对 人 的 呼吸 系统 危害 极 大 。 国 家 发 展 和 改革 委 


会 、 


‘0 


农业 部 、 财 政 部 等 已 在 资金 补贴 、 电 价 、 税 收 等 多 方面 出 台 优 惠 政策 ， 大 力 推进 秸秆 饲料 化 


利用 研究 9。 但 由 于 玉米 秸秆 在 打 捆 、 揉 丝 等 机 械 化 收 储 ， 加 工时 天 气 多 变 ， 易 卷 入 泥土 


等 原因 ， 贮 藏 过 程 极 易 发 霉 腐败 。 为 解决 这 一 问题 ， 丙 酸 、 丙 酸 盐 等 多 种 化 学 防 霉 剂 先后 上 


市 , 但 因 其 不 具备 生物 活性 、 成 本 高 、 对 加 工 机 械 和 操作 人 员 的 皮肤 和 呼吸 系统 共有 强烈 腐 


蚀 性 等 原因 , 使 其 应 用 在 玉米 秸秆 这 一 廉价 资源 的 防 霉 抑 兰 上 受到 限制 。 因 而 开发 一 种 具备 


生物 活性 的 菌 制剂 奉 代 传统 化 学 防 霉 剂 ， 节 约 贮藏 成 本 ， 解 决 秸秆 霉 变 问题 ， 势 在 必 行 。 


JLT SRR HSER, 是 自然 界 中 含量 仅 次 于 纤维 素 的 第 二 大 可 再 生 资源 , 是 组 成 真菌 细 


胞 壁 的 主要 成 分 。 几 了 丁 质 酶 系 可 作用 于 B-1，4 糖 昔 键 ， 分 解 几 丁 质 产 生 N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖 


(CNAG)。Kishore 等 中 认为 ， 一 些 细菌 能 够 分 泌 几 了 丁 质 酶 ， 通 过 破坏 真菌 细胞 壁 对 真菌 产生 


抑制 作用 。 已 报导 的 多 种 产 几 丁 质 酶 瑚 株 ， 如 变形 斑 沙 雷 式 菌 名 、 赭 绿 青 霉菌 币 和 侧 孢 芽 宛 


杆菌 "90， 对 尖 孢 镰刀 菌 、 黑 曲霉 、 小 麦 亦 霉菌 等 真菌 有 较 强 抑制 作用 。 目 前 ， 国 内 外 对 几 


丁 质 酶 的 应 用 研究 主要 集中 在 水 稳 、 棉花、 烟草 等 植物 的 抗 真 菌 病虫害 以 及 对 几 丁 质 类 工业 


废物 的 生物 降解 上 , 将 其 应 用 于 秸秆 等 饲料 资源 防 霉 抑 菌 的 研究 还 未 见报 导 。 微生物 法 处 理 


秸秆 的 研究 也 主要 集中 于 秸秆 的 微生物 降解 ， 如 刘 莹 等 上 筛选 的 复合 菌 系 22 C 培 养 16 d, 


玉米 秸秆 降解 率 达 38.5%; 萨 如 拉 等 (3 第 选 出 低温 下 有 效 降解 玉米 秸秆 的 复合 菌 系 ，15 d 降 


解 率 达 32.21%。 本 试验 从 玉米 秸秆 中 筛选 优势 霉菌 及 几 丁 质 酶 高 产 菌 ， 并 对 高 产 菌 的 几 了 丁 


质 酶 活性 和 其 对 优势 霉菌 的 抑制 作用 进行 测定 ， 旨 在 探究 引起 玉米 稿 秆 霉 变 的 霉菌 种 类 ,并 


验证 产 几 丁 质 酶 靖 株 的 抑 真 菌 能 力 ， 以 期 能 用 微生物 处 理 蔡 代 传统 化 学 防 霉 剂 ,为 玉米 秸秆 


的 贮藏 提供 理论 支持 和 实践 指导 


1 材料 与 方法 


1.1 玉米 秸秆 及 菌株 
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玉米 秸秆 来 自 黑龙 江 省 农垦 九 三 管 理 局 七 星 泡 农场 。 产 儿 丁 质 酶 菌株 和 4 株 睾 菌 均 从 玉 


米 秸秆 捆 中 分 离 纯化 。 


1.2 主要 培养 基 及 试剂 配 币 


= 


OVA Sal tad PDA) AF Tah ORS Tee a. A Rs 发 酵 培 


养 基 用 于 产儿 丁 质 酶 菌株 的 活化 和 培养 ， 配 方 为 : 在 溶菌 肉 汤 LB) 培养 基 的 基础 上 加 入 


25% (V/V) 的 1% 胶 体 几 丁 质 ; 胶体 几 丁 质 培 养 基 用 于 产儿 丁 质 酶 菌株 的 第 选 ， 配 方 为 : 1% 


胶体 几 丁 质 250 mL、K2HPO4.3H20 0.7 g、KH2PO4 0.3 g、FeSO47H2O 0.01 g、MgSO47H2O 


0.5g, KEREI 000 mL。 以 上 培养 基 均 在 121 '‘C 灭 菌 20 min 后 取出 冷却 备用 。 固 体 培 


养 基 需 在 火 菌 前 加 入 2% 琼 脂 。 


1% 胶 体 几 丁 质 的 配制 参考 Roberts 等 03 的 方法 ， 并 做 了 简单 的 修改 ， 有 具体 如 下 : 称 取 5 g 


几 丁 质 粉 末 〈( 购 于 Sigma 公 司 )， 溶 解 于 200 mL. 4 'C 下 预 冷 的 浓 盐 酸 中 ， 快 速 搅拌 2 h 后 ， 


由 


加 入 到 1 000 mL, 4 CC 下 预 冷 的 90% 乙 醇 中 ， 再 次 快速 搅拌 2h， 于 4 'C 冰 箱 过 夜 ， 离心 收 鲁 


a 


沉淀 ， 用 去 离子 水 反复 冲洗 、 离 心 至 中 性 ， 将 沉 诈 分 散 至 少许 去 离子 水 中 。 取 一 定量 上 述 胶 


体 几 丁 质 于 105 'C 下 烘 干 ， 测 定 其 浓度 ， 调 整 最终 浓 度 为 1% (m/V), 121 CC 下 灭 菌 20 min 


备用 。 


3，5- 二 硝 基 水 杨 酸 (DNS) 溶液 : 称 取 3.15 g C7H4N207， 加 入 到 600 mL 去 离子 水 中 ， 


搅拌 ， 水 浴 加 热 至 45 ‘C。 逐 步 加 入 0.2 g/mL 的 NaOH 溶 液 100 mL， 搅 拌 至 清澈 透明 。 再 加 入 


C4H4KNaO6:4H20 91.0 g、CeHsOH 2.5 g 和 Na2SO3 2.5 g， 同 时 补 加 去 离子 水 300 mL, 45 °C 


水 浴 中 搅拌 至 完全 溶解 ， 定 容 至 1 000 mL, WERF o 


1.3” 拷 抗 菌株 及 优势 霉菌 的 分 离 、 纯 化 


取 采 集 到 的 玉米 秸秆 5 g， 放 入 含有 250 mL 灭 菌 生理 盐水 的 玻璃 塞 三 角 瓶 中 ,28 CPR 


摇 30 min， 取 1mL 菌 悬 液 10 倍 梯度 稀释 ， 制 作 103、104、105 稀 释 度 的 菌 悬 液 。 各 吸取 100 uL 


涂 布 在 PDA 培 养 基 平板 上 ，28 倒置 培养 3 4 后， 观察 生长 数量 大 、 长 势 旺盛 的 霉菌 以 及 与 


chinaXiv:201711.01057v1 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


霉菌 有 拷 抗 作用 的 菌株 ， 用 接种 环 挑 取 单 个 优势 霉 戎 菌落， 接种 于 高 盐 察 氏 培养 基 ， 持 抗菌 


株 接种 于 LB 培 养 基 ， 和 采用 平板 划 线 法 分 离 纯化 ， 直 到 分 离 的 微生物 纯化 为 止 [4。 


1.4 产 几 丁 质 酶 瑚 株 的 筛选 


将 玉米 秸秆 中 纯化 出 的 霉 苦 持 抗 请 株 ， 点 种 在 胶体 几 丁 质 培养 基 平板 上 ， 每 个 菌株 做 3 


个 对 照 ，37 倒置 培养 3 d 后 ， 观 察 菌落 周围 是 否 有 几 丁 质 降解 透明 圈 。 


15 ” 睡 菌 的 形态 学 观察 


将 灭 菌 的 PDA 培 养 基 切 成 1 cemX1 cm 薄片 ， 放 在 已 灭 菌 的 载 玻 片上 ， 置 于 无 菌 培 养 亚 内 


的 U 形 玻璃 棱 上 。 将 少量 霉 戎 孢子 接种 在 琼脂 块 边缘 ， 用 无 菌 盖 玻 片 盖 在 琼脂 块 上 。28 °C 


正 置 培养 3~5 do 取出 载 玻 片 置 于 AMG EVOS 倒 置 显 微 镜 低 倍 镜 下 观察 ,必要 时 换 高 倍 镜 04。 


根据 菌落 培养 特征 和 菌 体 结构 特征 ， 参 阅 《 食 品 卫 生 微 生物 学 标准 鉴定 图 谱 》、《 真 菌 鉴 


定 手册 》09 进 行 初步 鉴定 。 


1.6 ”优势 霉 匡 、 产 几 丁 质 酶 菌株 的 分 子 生物 学 鉴定 
菌 通过 引物 ITS1(5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3) 和 ITS4(5-TCC TCC GCT 


TAT TGA TAT GC-3)07 进 行 18S rDNA 扩 增 。 


产 几 丁 质 酶 菌株 通过 引物 27F(5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-37 和 1492R(S- TAC 


GGC TAC CTT GTT ACG ACT T-3') "83 47 16S rDNA 扩 增 。 


反应 程序 为 : 94 'C 预 变性 5 min; 94 '‘C 变 性 30 s，55 CKI min, 72 CE 


— 


min, 


共 30 个 循环 ; 72 ‘C 延 伸 10 min。PCR 产 物 经 凝 胶 回 收 纯化 后 ， 由 金 唯 智 生物 科技 有 限 公司 


(北京 ) 进行 测序 。 序 列 同 源 性 分 析 利 用 BLAST 软件 在 GenBank 上 比 对 ， 并 通过 MEGA4.1 


软件 构建 产 几 了 丁 质 酶 菌株 16S rDNA 的 进化 树 。 


1.7 几 丁 质 酶 活性 的 测定 


| 线 的 建立 


1.7.1 NAG 标 准 


以 NAG 为 标准 品 ， 准 确 称 取 100 mg， 用 去 离子 水 溶解 后 ， 定 容 至 50 mL 容量 瓶 中 。 分 别 


也 
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吸取 0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL 转 入 玻璃 试管 中 ， 补 加 去 离子 水 至 2 mL， 加 入 3 mL DNS 


溶液 ， 于 沸水 浴 中 水 浴 10 min， 取 出 后 冷却 至 室温 ， 定 容 至 25 mL 容量 瓶 中 。 用 紫外 分 光 光 


度 计 测定 540 nm 下 吸光 度 COD) 值 。 以 0D54o 为 横 坐 标 ，NAG 浓 度 为 纵 坐 标 ， 绘 制 标准 曲 


线 。 


1.7.2” 几 了 丁 质 酶 活性 测定 


取 0.5 mL 离心 处 理 的 稀释 符 测 酶 液 ， 加 磷酸 盐 缓 冲 液 (PBS) 2 mL， 再 加 入 1mL 1% 胶 


体 几 丁 质 液 ， 混 匀 后 立即 在 恒温 水 浴 锅 37 人 下 保温 1 h, P 


了 迅 速 在 4 CF10 000Xg 离 心 10 


min， 取 上 清 液 2 mL 至 试管 内 ， 加 入 DNS 试剂 3 mL， 在 沸水 浴 中 者 10 min， 取 出 后 立即 用 冷 


水 冷却 至 室温 后 ， 定 容 至 25 mL 容量 瓶 中 。 以 灭 活 的 几 丁 质 粗 酶 液 为 对 照 ， 每 个 处 理 3 次 


复 ， 测 定 其 ODsso 值 ， 与 标准 | 


为 在 上 述 条 件 下 1 min 生 成 1 umol NAG 所 需 的 酶 量 。 


1.8” 抑 菌 能 力 的 测定 


1.8.1 产 几 丁 质 酶 菌 发 酵 上 清 液 及 霉菌 孢子 液 的 制备 


Wp 


1 线 对 照 ， 计 算 几 丁 质 酶 的 活性 @20。1 个 酶 活性 单位 (U) 定 义 


将 产 几 了 丁 质 酶 戎 以 2% 的 接种 量 接种 在 发 酵 培养 基 中 ，37 'C 下 培养 120 h 后 ， 于 4 “Cy 


10 000Xg 离 心 10 min， 收 集 上 清 液 ， 保 存在 4 冰箱 中 备 月 


28 培养 5 d 后 ， 用 含 0.05%(V 内 的 吐 温 -80 的 无 菌 水 刊 取 斜面 


Ho KEAR E Pl Be EPDA RHA E, 


EWF, KERANKA 


纱布 过 滤 ， 采 用 血球 计数 板 测定 孢子 浓度 ， 将 孢子 浓度 调整 为 10 个 /mL， 备 用 。 


1.8.2” 抑 菌 试验 


霉菌 孢子 悬 液 100 此 混入 到 7~10 mL 已 灭 菌 的 50 C 左 右 的 葡萄 糖 马 铃 昔 半 固体 培养 基 ( 琼 脂 


含量 0.75%) P, (HE 


在 无 菌 操作 人 台 内 ， 将 灭 菌 的 5 mL 水 琼脂 培养 基 倒 入 平板 中 ， 水 平 放 置 冷却 凝固 后 ， 将 


菌 孢 子 浓度 为 104 个 /mL， 混 匀 后 立即 倒 入 水 琼脂 平板 上 ， 冷 却 凝固 后 


均匀 的 摆 放 3 个 牛津 杯 ， 分 别 将 200 此 的 发 酵 上 清 液 注入 牛津 杯 ， 以 无 菌 水 作为 对 照 ， 水 平 


放 入 28 它 恒 温 箱 中 塔 养 ， 大 约 48 h 后 观察 是 否 出 现 抑 菌 圈 ， 并 测量 其 直径 002221。 


1.9 统计 分 析 


试验 数据 采用 SAS 9.2 统 计 软件 中 的 ANOVA 程 序 进行 单 因素 方差 分 析 , 结果 用 平均 值 十 


标准 差 Cmeans+SD) 表示 ，P<0.05 为 差异 显著 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 几 丁 质 酶 高 产 菌 得 选 鉴定 


将 和 霉菌 有 搁 抗 作用 的 菌株 纯化 后 ， 分 别 接种 在 胶体 几 丁 质 培 养 基 上 ， 培 养 3 d 后 ， 产 


几 丁 质 酶 菌株 周围 出 现 明显 的 儿 丁 质 降 解 圈 。 


2.1.1 PCR 扩 增 结果 


将 产 几 丁 质 酶 菌株 16S rDNA 进行 PCR 扩 增 后 ,产物 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 验证 结果 如 图 1 所 


oy 


示 ， 在 1 500 bp 处 有 明亮 的 特征 条 带 。 


M: 标记 物 marker (D2000); 1: BS-1 扩 增产 物 BS-1 amplification product; 2: 阴性 对 照 
negative control. 
图 1 产儿 丁 质 酶 菌株 PCR 扩 增 16S rDNA 


Fig.1 PCR amplification of chitinase producing strain 16S rDNA 


2.1.2 ”测序 结果 及 同 源 性 分 析 


将 PCR 产 物 测 序 结果 拼接 后 ， 获 得 全 长 为 1 408 bp 的 基因 序列 ， 这 与 电泳 图 的 结果 一 致 。 


在 GenBank 数 据 库 中 进行 Blast 序 列 比 对 ， 发 现 其 16S rDNA 与 多 数 枯草 芽 孢 杆菌 同 源 性 高 达 


99%， 利 用 MEGA4.1 构 建 系统 发 育 树 ， 如 图 2。 从 系统 发 育 树 上 可 看 出 ， 产 几 丁 质 酶 菌株 与 
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枯草 薄 伯 杆菌 察 类 在 一 起 ,与 其 亲缘 关系 最 近 ， 从 而 进一步 确定 该 菌株 为 杜 草 芽 孢 杆菌 ， 并 


命名 为 BS-1。 


nah Bacillus subtilis BJ-5(GQ280015.1) 
100 BS-1 

. Bacillus subtilis LQ20(EF472266.1) 
13 gg! Bacillus subtilis QD517(EF472261.1) 


-— Bacillus safensis FO-036b(AF234854.2) 
100L_ Bacillus pumilus CT19(EU660369.1) 


100 


| Bacillus cereus R-14(KP998178.1) 
100! Bacillus cereus Wh3(KP898880.1) 


100; Bacillus licheniformis 55N1-3 (IN366784.1) 
L_ Brevibacillus sp.93(AB749776.1) 


Brevibacillus fluminis CI71(NR 116293.1) 


86 [一 Bacillus subtilis 0-9(FJ959368.1) 
100 — Brevibacillus brevis MH1(EF488102.1) 


图 2 菌株 BS-1 基 于 16S rDNA 序列 同 源 性 系统 发 育 树 


Fig.2 Phylogenetic tree of strain BS-1 based on 16S rDNA sequence homology 


2.2 优势 霉菌 的 筛选 鉴定 


2.2.1 优势 霉菌 的 分 离 纯化 及 形态 学 观察 


SE 


KER PIRARD A M, HIT TESNE, AMG EVOS 倒 置 显微镜 下 观 


察 结果 见 图 3。 其 中 : 


FWA: 菌 丝 无 隔 、 分 枝 状 ， 各 分 枝 顶 端 着 生 球形 孢子 了 时， 宫 内 产 大 量 球形 、 椭 圆 形 光 


滑 的 孢 吉 孢子 。 阔 丝 初 期 为 白色 ,后 长 成 灰白 色 至 黑色 ， 菌 丝 体 莹 延 迅速 ,无 假 根 和 多 和 甸 菌 


丝 。 初 步 鉴 定 其 为 毛 霉 属 。 


AB: 菌落 突起 妹 状 ， 大 丝 为 白色 、 有 隔 、 质 密 ， 生 长 迅速 。 大 型 分 生 孢 子 镰刀 形 ， 


BWC: 菌落 质地 玻 松 ， 生 长 相对 较 快 ， 起 初 为 白色 ， 逐 渐 转 变 为 黄色 ， 最 后 变 为 淡 绿 


ta, RR SR. ERATE, CERME, ESET A BUNK. IPEE 


其 为 曲霉 属 。 


FWD: 菌落 质地 琉 松 ， 营 延 迅速 ， 起 初 为 白色 ， 后 变 为 微 黄色 ， 最 终 变 成 黑色 。 顶 部 


有 球形 顶 吉 ， 其 上 用 盖 一 层 梗 基 和 一 层 小 梗 ， 分 生 孢 子 呈 放射 状 ， 分 生 孢 子 梗 长 度 不 一 ， 枯 


丝 发 达 。 初 步 鉴 定 其 为 曲霉 属 。 
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图 3 优势 霉菌 菌落 培养 特征 和 菌 体 结构 特征 


Fig.3 Colony shape and hyphae characteristic of dominant moulds 


2.2.2 ”优势 考 菌 的 18s rDNA 序列 测定 


玉米 秸秆 中 纯化 得 到 的 4 株 霉菌 染色 体 18S rDNA 进行 PCR 扩 增 后 ， 产 物 的 琼脂 糖 凝 胶 电 


泳 验 证 结果 如 图 4 所 示 ， 均 在 600 bp 处 有 明亮 的 特征 条 带 。 


A B C D Y M 


2000 
1000 
750 
500 
250 
100 


A~D: 菌株 A~D 的 扩 增 产物 amplification products of moulds A to D; Y: 阴性 对 照 negative 
control; M: 标记 物 marker (D2000). 
图 4 ”优势 霉菌 PCR 扩 增 18S rDNA 


Fig.4 PCR amplification of dominant moulds 18S IDNA 


2.2.3 测序 结果 及 同 源 性 分 析 


将 PCR 产 物 测 序 结果 拼接 后 ， 其 基因 序列 均 在 600 bp 左右 ， 这 与 电泳 图 的 结果 一 致 。 在 


GenBank 数 据 库 中 进行 Blast 序 列 比 对 , 结合 菌落 培养 特征 和 菌 体 结构 特征 确定 玉米 秸秆 中 优 


势 霉菌 A~D 分 别 为 卷 枝 毛 霉 (Mucor circinelloides), RWI] w (Fusarium oxysporum), XÆ 


| 霉 (Aspergillus oryzae)、 黑 曲霉 (Aspergillus miger)。 


2.3 几 丁 质 酶 高 产 菌 酶 活性 测定 


y 


2.3.1 NAG 标 准 曲线 的 建立 


以 ODs54o 为 横 坐 标 ，NAG 浓 度 为 纵 坐 标 ， 绘 制 标准 曲线 。 其 关系 如 图 5。 


y =0.0141x+ 0.0079 
R°? = 0.9987 


吸光 度 OD540 


0 20 40 60 80 100 
NAGI! Concentration of NAG (hg/mL) 


图 5 NAG 标 准 曲 线 


Fig.3 Standard curve of NAG 


In 
Lik 
TT 


2.3.2 不 同 培 养 时 间 几 丁 质 酶 活性 


通过 DNS 比 色 法 测定 BS-1 菌 株 在 不 同 培养 时 间 下 反应 液 颜色 的 强度 ， 并 根据 NAG 标 准 


| 线 得 到 计算 公式 : NAG (ug/mL) = (CODH#a-ODsa) /0.014 1， 计 算得 到 不 同 培养 时 间 的 几 


丁 质 酶 活性 见 表 1。 当 BS-1 菌 株 培养 72 hb 时 ， 几 了 丁 质 酶 活性 开始 快速 增加 ， 并 在 塔 养 120 h 达 


到 最 大 值 3.23 U/mL， 几 丁 质 酶 活性 显著 高 于 培养 24、48、72、96、168h (P<0.05)。 


RI 不 同 培养 时 间 几 丁 质 酶 活性 


Table 1 Chitinase activity at different culture time U/mL 


项 时 间 Time/h 
Item 24 48 72 96 120 144 168 
几 丁 质 酶 活性 
0.37+0.104 ”0.60+0.074 1.29+0.14° ”2.87+0.08b ”3.23+0.15a 3.0840.12° 2.71+0.14? 


Chitinase activity 


同行 数据 肩 标 不 同 字 母 表示 差异 显著 CP<0.05), 相同 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05). 
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Values in the same row with difference letter superscripts mean significant difference (P< 


0.05), while with the same letter superscripts mean no significant difference (P >0.05). The same 


as below. 


2.4 JL] 


如 图 


大 小 的 抑 菌 


其 抑 菌 圈 


质 酶 高 产 菌 抑制 考 菌 效果 测定 


6 所 示 ， 结 果 表 明 ，BS-1 发 醇 液 对 4 株 霉菌 均 有 抑制 作用 ， 在 牛津 杯 周围 出 现 了 不 同 


枝 毛 霉 > 


高 于 黑 曲 


团 ， 而 对 照 孔 均 未 出 现 抑 菌 圈 。 其 中 BS-1 发 酵 液 对 尖 孢 镰刀 戎 的 抑制 作用 最 强 ， 


直径 高 达 18.48 mm， 如 表 2 所 示 。 抑 菌 圈 直 径 由 大 到 小 顺序 依次 为 枯 孢 镰刀 菌 二 卷 


米 曲 霉 之 黑 曲霉 ， 其 中 前 3 种 苗 株 间 抑 菌 圈 直 径 差 异 不 显著 〈P>0.05)， 但 均 显 著 


Æ (P<0.05). 


表 2 BS-1 发 酵 液 对 4 PRES TA AH a el E4 


Tab.2 Diameter of inhibition zone of BS-1 fermentation fluid towards four moulds 


mm 
项 目 BALE RIJ E K H E B 
从 
Mucor Fusarium Aspergillus Aspergillus 
Item 
circinelloides oxysporum oryzae niger 
MAAE 
Diameter of 18.13+0.95° 18.48+1.10° 17.55+1.45° 15.68+0.83° 


inhibition zone 


卷 枝 毛 才 Mucor circinelloides R 


flit 714% Fusarium oxysporum 
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YK He Aspergillus oryzae 黑 曲霉 Aspergillus niger 


1: 对 照 孔 control hole; 2. 3: 试验 孔 test holes. 


图 6 BS-1 发 酵 液 对 4 株 霉 菌 的 抑制 作用 


Fig.6 Inhibition of BS-1 fermentation fluid towards four moulds 


3 Ww 论 


3.1 产 几 丁 质 酶 菌株 BS-1 的 筛选 、 鉴 定 


目前 ， 以 玉米 秸秆 资源 作为 反刍 动物 粗饲料 时 ， 主 要 通过 化 学 法 处 理 ®3*5， 在 提高 其 营 


养 价值 的 同时 , 延长 其 贮藏 时 间 。 而 本 试验 的 目的 是 利用 具备 生物 活性 的 菌株 达到 抑制 玉米 


秸秆 中 霉菌 的 生长 ， 从 而 更 利于 其 贮藏 。 有 报导 显示 ,产儿 丁 质 酶 的 微生物 种 类 很 多 ， 许 多 


ARREN, AREA MRK AEST A, He FR A Bacillus) RER 


的 酶 制剂 生产 苗 B9。 从 玉米 秸秆 样品 中 筛选 出 的 枯草 芽孢 杆菌 BS-1， 在 几 丁 质 培养 基 平板 


上 有 明显 的 几 丁 质 降解 


al, il 


FE 明 其 能 够 产生 几 丁 质 酶 。 将 其 利用 于 玉米 秸秆 的 抑 菌 防 霉 ， 一 


方面 其 产生 的 几 丁 质 酶 可 以 破坏 真菌 细胞 壁 从 而 抑制 霉菌 生长 ; 男 一 方面 ,因为 该 菌株 直接 


取 自 玉米 秸秆 拥 , 其 在 秸秆 中 生存 适应 性 、 活 性 等 是 通过 其 他 途径 得 到 的 菌株 所 不 能 比拟 的 。 


此 外 ， 因 其 具备 生物 活性 ， 添 加 量 少 ， 成 本 低 ， 因 而 是 抑制 玉米 千 秆 捆 发 霉 的 较 优 的 选择 之 


一 ， 其 生产 利用 价值 值得 进一步 研究 。 


3.2 ”BS-1 产 几 丁 质 酶 活性 的 测定 


近年 来 , 微生物 产 几 丁 质 酶 的 研究 与 应 用 取得 了 一 定 进 展 , 但 大 多 研究 集中 于 几 丁 质 酶 
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随 产 酶 的 培养 条 件 、 酶 活性 的 提高 、 酶 学 性 质 等 方面 , 且 因 为 筛选 的 菌株 产 酶 量 低 、 活 性 差 ， 


=> 
bl 


得 与 实际 生产 还 有 很 大 差距 ， 这 是 几 丁 质 酶 推广 应 用 的 瓶颈 所 在 01。 本 研究 丰富 了 几 了 丁 


质 酶 产生 菌 及 生 防 菌 的 芽 苞 杆 盏 资源 ,初步 探 明 了 BS-1 桂 株 的 几 丁 质 酶 活性 ,并 探 完了 其 对 


某 些 真菌 的 抑制 作用 。 在 本 研究 的 基础 上 也 可 进一步 对 BS-1 菌 株 进 行 改造 , 对 产 酶 条 件 进 行 


优化 ， 推 动 生 防 菌 的 应 用 发 展 。 


几 丁 质 酶 是 一 类 差异 较 大 的 水 解 酶 类 ， 随 材料 来 源 不 同 酶 学 性 质 存 在 一 定 的 差异 1。 


由 于 目前 儿 丁 质 酶 活性 测定 的 方法 、 选 用 的 底 物 、 酶 活性 单位 的 定义 以 及 酶 活性 的 表示 方式 


等 多 方面 存在 着 各 种 差异 ， 所 报导 的 产 几 丁 质 酶 菌株 的 酶 活性 大 小 也 不 尽 相同 9， 如 嗜 水 


pe 
气量 


阔 BS-1 产 几 丁 质 酶 活性 表现 为 在 培养 的 前 2 d 活 性 较 低 ， 随 着 培养 时 间 增 长 ， 酶 活 1 


大 ， 


孢 菌 0.39 U/mLH8、 短 芽 胞 杆菌 1.25 U/m L360 2B tH 282 U/mLB49， 本 研究 的 枯草 芽孢 杆 


= 


生 不 断 变 


在 培养 120 h 达 到 最 大 值 3.23 U/mL， 随 后 酶 活性 随 着 菌株 进入 生长 衰亡 期 而 缓慢 下 降 ， 


这 与 董 品 等 99 对 4 个 病原 真菌 在 内 虫 表皮 培养 基 上 的 产儿 丁 质 酶 活性 的 研究 结果 相近 。BS-1 


产儿 丁 质 酶 活性 最 大 时 高 于 目前 国际 工业 化 儿 丁 质 酶 产生 菌 忒 质 沙 雷 氏 菌 (Serratia 


marcescens) 的 原始 出 发 菌株 5I9， 具 有 较 高 的 潜在 工业 应 用 价值 。 对 枯草 芽 移 杆菌 BS-1 的 几 


丁 质 酶 的 热 稳定 性 、 酸 碱 稳定 性 和 金属 离子 对 酶 活性 的 影响 等 特性 ， 以 及 酶 的 纯化 、 基 因 克 


隆 和 序列 分 析 还 需要 进一步 研究 。 


3.3 


分 ， 


BS-1 发 醇 液 对 玉米 秸秆 中 优势 霉菌 的 抑制 效果 


有 研究 认为 几 丁 质 酶 主要 作用 于 真菌 的 细胞 壁 ， 几 丁 质 是 大 多 数 真 菌 细胞 壁 的 主要 成 


当 它 被 降解 后 ， 细 胞 壁 变 薄 ， 形 成 球状 突起 ， 最 终 导致 原生 质 膜 破裂 ， 原 生 质 体外 漏 ， 


达到 抑制 菌 丝 生长 的 目的 33。 本 研究 的 牛津 杯 平板 扩散 法 抑 菌 试验 结果 显示 ，BS-1 菌 株 发 


酵 液 对 玉米 秸秆 样品 中 的 4 株 优势 霉菌 均 有 较为 明显 的 抑制 作用 ， 抑 戎 圈 直 径 大 小 的 不 同 可 


能 是 由 于 霉菌 的 生长 速度 以 及 细胞 壁 中 几 丁 质 含量 或 结构 不 同 所 致 。 此 外 ,， 几 种 霉菌 来 自 不 


同 菌 属 ， 说 明 BS-1 菌 株 产 几 丁 质 酶 抑 菌 谱 较 广 ,在 抑制 优势 霉菌 的 同时 ， 也 能 够 有 效 抑 于 


其 


ZN 


= 
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Aim 
的 。 
4 结 论 


判 作用 ， 还 需要 进一步 试验 ,但 从 其 对 玉米 秸秆 中 霉菌 的 作用 来 看 ， 其 
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潜力 是 十 分 


| 了 
> 


KAMI RE m PERNA a EE ERE. RWE Re. HE ee. 


同时 从 中 分 离 得 到 的 高 产 几 丁 质 酶 菌株 BS-1， 经 鉴定 为 枯草 芽孢 杆菌 ， 其 在 37 °C. 200 


r/min 下 发 酵 120 hp， 产 几 丁 质 酶 活 怕 


秆 中 4 株 优势 霉菌 有 明显 的 抑制 作用 。 
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Screening and Identification of Chitinase Producing Strain and Its Inhibition Action to 


Dominant Moulds in Corn Stalk 
ZHANG Liyang ZHANG Xingyi ZHANG Wei LIN Cong ZHANG Yonggen* 
(College of Animal Science and Technology, Northeast Agricultural University, Harbin 
150030) 

Abstract: The objective of this experiment was to inhibit the growth of dominant moulds in corn 
stalk using chitinase producing strain, and provide a reference for improving the utilization 
efficiency of corn stalk. Chitinase producing strain of BS-1 was screened from corn stalk using 
colloidal chitin medium. At the same time, the dominant moulds were isolated and purified. 
Identification of strain BS-1 and dominant moulds were carried out through morphological 
observation and 16S rDNA or 18S rDNA sequence analysis. In addition, the chitinase activity of 
strain BS-1 was assayed using 3,5-dinitrosalicylic acid colorimetric method after 24, 48, 72, 96, 
120, 144 and 168 h of fermentation and the inhibition action of fermentation liquid of strain BS-1 
to dominant moulds was detected by oxford cup method. The results showed as follows: strain 
BS-1 isolated from corn stalk was Bacillus subtilis and four dominant moulds were Mucor 
circinelloides, Fusarium oxysporum, Aspergillus oryzae and Aspergillus niger, respectively. After 
120 h of fermentation at 37 °C, the highest chitinase activity of strain BS-1 was obtained to be 
3.23 U/mL. The fermentation liquid of strain BS-1 showed obvious inhibition to four dominant 
moulds from corn stalk, the diameter of inhibition zone was 18.13, 18.48, 17.55 and 15.68 mm, 
respectively. In conclusion, the screened chitinase producing Bacillus subtilis BS-1 can effectively 
inhibit the growth of dominant moulds of Mucor circinelloides, Fusarium oxysporum, Aspergillus 
oryzae and Aspergillus niger from corn straw. 
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